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摘要 : 分 别 用 T pg/ 头 .0.1 pg/ KM 0.01. pg 头 浓 度 的 保 幼 激 素 类 似 物 methopreneC 蒙 五 一 五 AAi ET YERE 5 龄 幼虫 , 测 
定 幼虫 体 辟 组织、 血清 和 血细胞 溶 离 物 中 酚 氧 化 酶 的 活性 。 结 果 表 明 : 1 pgy/ 头 methoprene 处 理 组 和 0.1 pg/ 头 处 理 组 幼虫 体 壁 
组 织 中 酚 氧 化 酶 活性 与 对 照 组 相 比 有 显著 提高 (P<0.01), 血清 和 血细胞 溶 离 物 中 酚 氧 化 酶 活性 也 显著 上 升 (P<0.01)。 将 
含有 20- 羟 基 旷 皮 酮 的 人 工 饲料 饲 喂 亚 洲 玉 米 晤 5 龄 幼虫 , 处 理 组 幼虫 体 壁 组 织 的 酚 氧 化 酶 活性 下 降 (P<0.05), 血清 和 血 细 
胞 溶 离 物 中 的 酚 氧 化 酶 活性 均 低 于 对 照 组 (P <0.01)。 这 些 结果 表明 methoprene 可 以 诱导 亚洲 玉米 蝇 5 龄 幼虫 体内 酚 氧 化 酶 
活性 的 上 升 , 而 20- 羟 基 蚁 皮 酮 则 抑制 了 酚 氧 化 酶 的 活性 。 
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Effect of juvenile hormone analogue and ecdysteroids on the activity of 
phenoloxidase in larvae of the Asian corn borer, Ostrinia furnacalis ( Guenée ) 


(Lepidoptera: Pyralidae) 

FENG Cong-Jing > DAI Hua-Guo ; FU Wen-Jun' ' C1. Shanghai Institute of Plant Physiology and Ecology: Chinese 
Academy of Sciences: Shanghai 200025. China: 2. Key Laboratory of Monitoring and Management of Plant Disease and 
Insects: Ministry of Agriculture: Nanjing Agricultural University: Nanjing 210095; China) 

Abstract: The effect of juvenile hormone analogue (JHA), methoprene, and 20-hydroxyecdysone C20-E2 on the activity 
of phenoloxidase in 5th instar larvae of the Asian com borer» Ostrinia furnacalis was investigated. The activities of 
phenoloxidase in integument; hemolymph and hemocyte lysate of the treated O. furnacalis larvae were determined. The 
results showed that when larvae were treated with 1 ug methoprene and 0.1 ug methoprene: the activity of phenoloxidase 
in integument of the larvae was higher than that of the control group CP « 0.012. and the activities of phenoloxidase in 
hemolymph and hemocyte lysate also increased significantly 6 P « 0.012. When larvae were reared with the artificial diet 
supplemented with 20-hydroxyecdysone: the activity of phenoloxidase in the integument of the larvae was lower than that 
ofthe control group CP < 0.05). and the activities of phenoloxidase in hemolymph and hemocyte lysate decreased 
significantly C P < 0.012. These results suggest that methoprene stimulates the activity of phenoloxidase: while 20- 
hydroxyecdysone, in contrast: inhibits the activity of phenoloxidase in O. furnacalis larvae. 
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昆虫 体内 的 酚 氧 化 酶 〈phenoloxidase) EREK 接 参 与 表皮 的 骨 化 和 靶 化 ,并 作为 合成 黑色 素 的 前 
骨 化 及 对 外 源 物 的 免疫 防御 过 程 中 均 起 着 十 分 重要 A. 通常 昆虫 表皮 便 化 是 由 激素 调控 的 , 国内 外 研 
Ko ER. 酚 氧 化 酶 通常 以 酚 氧 化 酶 原 究 集 中 在 激素 对 鳞 翅 目 幼虫 酚 氧 化 酶 合成 的 控制 以 
Cprophenoloxidase) 的 形式 存在 ， 酚 氧化 酶 催化 酷 氨 ”及 表皮 的 黑 化 上 ,认为 保 幼 激素 、 蚁 皮 激 素 和 神经 内 
酸 的 产 化 反应 ,产生 多 巴 , 再 将 多 巴 氧 化 为 醒 , 醒 直 分 泌 因 子 在 这 些 过 程 中 起 重要 的 作用 《Curtis et 
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al.» 1984: Hiruma et al.» 1984: Grossmiklaus-Burgin: 
1989; 杜 育 哲 等 ,2002)。 近 年 来 ,已 有 直接 证 据 证 明 
昆虫 虹 皮 激素 能 与 体 壁 上 皮 细 胞 的 核 受 体 结合 ，i 
SH RURELBIE RE CGüde et al.. 19972. TE B AR EX 
实验 室 条 件 下 ,寄生 蜂 能 保持 一 定 程度 的 成 功 寄 生 
比例 ,其 内 分 泌 调节 在 抵抗 寄主 的 免疫 防御 过 程 中 
也 具有 不 可 忽视 的 作用 。 但 到 目前 为 止 ,对 这 些 激 
素 如 何 调 控 昆 虫 体 内 酚 氧 化 酶 的 活力 仅 有 零星 报 
道 , 本 研究 采用 保 幼 激素 类 似 物 Ciuvenile hormone 
analogue» JHA) methoprene( 蒙 五 一 五 ) 体 外 处 理 方 法 
来 探讨 激素 对 亚洲 玉米 旦 Ostrinia furnacalis 幼虫 体 
内 酚 氧 化 酶 的 调控 方式 。 


1 材料 与 方法 


1.4. 供 试 昆虫 

亚洲 玉米 蜡 幼 虫 在 室内 (25+ 1) 人 TC , 相对 湿度 > 
9096. 14L:10D 光 周 期 条 件 下 依 周 大 荣 等 《1980) 方 
法 采用 半 人 工 饲料 饲养 ,根据 头 壳 宽度 来 鉴别 其 龄 
期 。 
1.2. 保 幼 激素 类 似 物 对 幼虫 的 体外 处 理 

先 取 JHA 原液 (methoprene， 纯 度 6695. 购 目 上 
海 农药 研究 所 )5 uL. 加 入 45 uL AMRS, 标 为 
JHA1; 骨 取 JHAT 液 5 xL; 加 入 45 uL P3, 3855] pns 
为 JHA2。 然 后 分 别 取 JHA JHA1 和 JHA2 液 1.5 uL 
点 滴 在 刚 进 入 5 龄 的 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 腹部 节 间 膜 上 
《其 中 methoprene 的 量 约 为 每 头 1 ug 0.1 ug 和 0.01 
ug), 取 不 同 浓度 点 滴 后 1~ 8 天 的 幼虫 ,每 浓度 每 日 
EAE RE EEG R 30 头 ,将 血清 、 体 壁 组 织 和 血细胞 溶 
离 物 制 样 后 测定 酚 氧 化 酶 活性 。 每 实验 设 6 个 重 
复 , 另 设 丙酮 处 理 组 和 未 处 理 组 为 对 照 。 
1.3 20- 羟基 虹 皮 酮 体外 处 理 

取 5 mg 20-72 dé, Ez | CAR RE 90%, 购 自 上 海 有 
机 化 学 研究 所 ), 加 入 50 uL 乙醇 ,充分 溶解 ;再 加 入 
450 uL EZK, 得 到 500 uL 的 20-75 SE Ki Ez Bid ili. 
将 其 加 入 49.5 g 饲料 中 充分 搅拌 混 匀 ,让 刚 进入 5 
At B XE UI ARR ZI cR BUE 2 天 后 ,再 换 成 正常 饲料 ， 
继续 饲养 。 取 处 理 后 1~ 8 天 的 幼虫 ,每 日 龄 各 处 理 
幼虫 30 头 , 将 血清 、 体 壁 组 织 和 血细胞 溶 离 物 制 样 
后 测定 酚 氧 化 酶 活性 。 
1.4 ”血清 及 血细胞 溶 离 物 制备 

取 不 同 浓度 处 理 的 不 同日 龄 的 5 龄 亚洲 玉米 蜡 
幼虫 各 30 头 , 剪 破 腹 足 将 流出 的 血 淋 巴 转移 到 含有 
少量 的 二 甲 肿 酸 钠 CCAC) 缓冲 液 (10 mmol/L. — FP 











肿 酸 钠 ,100 mmol/L 氧化 钙 , pH 6.52 8 Eppendorf 管 
中 ,稀释 后 的 血 淋 巴 在 4% 下 800 x g 离心 10 min: 
转移 上 清 液 作为 血清 置 低温 冰箱 保存 ,分 析 前 融 冻 。 
将 血细胞 沉淀 用 CAC 缓冲 液 洗 2 次 ,4%C 下 800 x g 
离心 10 min. 在 细胞 沉淀 中 加 入 500 uL. CAC 缓冲 
BOIR FIR, JRK aC 下 10 000x g 离心 10 
min 上 清 液 作 为 血细胞 溶 离 物 置 低温 冰箱 备用 。 
1.5 ” 体 壁 组 织 提取 液 制备 

取 不 同 处 理 的 不 同日 龄 的 $ 龄 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 
各 30 头 ,在 解剖 镜 下 小 心 前 下 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 第 3 
至 第 6 腹 节 的 体 壁 组 织 , 轻 轻 转移 到 滤纸 上 吸 去 水 
4T UK 5] 3€. AC. F 10 000 x g 离心 10 min; RER 
液 置 低温 冰箱 保存 ,分 析 前 融 冻 。 
1.6 栈 氧 化 酶 活性 测定 

参照 Jiang 等 《1997) 方法 , 取 50 uL TR B if 
40 uL 0.1 mol/L 氯 代 十 六 烷 基 吡 喀 CCPC? 于 比 色 杯 
中 混 匀 ,30% 下 温 育 10 min, 再 加 入 50 uL 0.02 mol/L 
L-DOPA 作为 底 物 继续 温 育 1 min 后 ,加 入 CAC 缓冲 
液 至 总 体积 3.0 mL。 在 上 海 第 三 分 析 仪器 三 生产 
的 752W 紫外 可 见 分 光 光 度 计 上 测定 490 nm 处 1 
min 内 吸光 值 的 增 大 值 。 每 训 克 悍 白 每 分 钟 吸光 值 
增 大 0.001 设 定 为 1 个 酶 单位 , 实验 重复 6 次 ,计算 
Nr EUER ETE. 
1.7. 蛋白 质 浓度 测定 

采用 Bradford (1976) 的 方法 。 
1.8 数据 处 理 

数据 采用 SPSS10.0 软件 进行 方差 分 析 、.* 测验 
等 统计 分 析 。 数 值 采用 平均 数 + 标准 差 (mean + 
SD). 











2 ”结果 与 分 析 


2.1 保 幼 激素 类 似 物 对 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 体 壁 组 织 、 
血清 和 血细胞 溶 离 物 中 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 

不 同 浓度 的 保 幼 激素 类 似 物体 表 处 理 亚洲 玉米 
WE 5 龄 幼虫 后 ,其 体 壁 组 织 中 的 酚 氧 化 酶 活性 测定 
结果 见 图 1(A)。 与 对 照 组 相 比 ,1 yxg/ 头 处 理 组 和 
0.1 xg/ 头 处 理 组 酚 氧 化 酶 的 活性 均 有 提高 ,不 同 浓 
度 处 理 组 间 差 异 显著 (已 < 0.01)。 了 琴 氧 化 酶 活性 随 
处 理 浓 度 升 高 而 升 高 ,表明 保 幼 激素 类 似 物 可 以 提 
P XE UI TROK HR 5 龄 幼虫 体 壁 组 织 中 了 酚 氧 化 酶 的 活 
性 。 研 究 中 还 发 现 随 着 处 理 后 亚洲 玉米 蝇 幼 虫 的 发 
育 , 酚 氧化 酶 的 活性 呈 上 升 趋势 。 以 1 yg/ 头 处 理 组 
为 例 ,在 处 理 后 1 天 时 , 酚 氧化 酶 活性 为 23.3 寺 2.4 
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图 1 保 幼 激 素 类 似 物 对 不 同日 龄 玉米 蜡 幼 虫 体 壁 组 织 
(A)、 血 清 (B3 和 血细胞 溶 高 物 (C) 酚 氧化 酶 活性 的 影响 
Fig. 1 Influence of JHA on the activity of phenoloxidase (PO 
in integument CA), hemolymph (B) and hemocyte lysate (C) in 
O. furnacalis Sth instar larvae in different day-age 


U/mg £ 8 天 时 酚 氧 化 酶 的 活性 上 升 为 49.3 + 1.2 
U/mg 是 1 天 时 的 2.1 倍 。 说 明 保 幼 激 素 类 似 物 对 


于 临近 化 是 的 体 壁 组 织 中 酚 氧 化 酶 的 活性 诱导 能 
增强 , VERRE Y ELLE T PET E ERR] TE VIE ZR ZR BO RE 
化 和 硬化 。 

由 图 1(B) 可 知 ,经 保 幼 激素 类 似 物 处 理 的 亚洲 
玉米 蜡 幼 虫 其 血清 中 的 酚 氧化 酶 活性 也 显著 上 升 。 
其 中 以 1 fg/ 头 处 理 组 的 酚 氧 化 酶 活性 最 高 ,0.1 pg/ 
头 处 理 组 酚 氧 化 酶 的 活性 次 之 ,0.01 rwg/ 头 处 理 组 酚 
氧化 酶 的 活性 最 低 。 此 结果 说 明 保 幼 激素 类 似 物 可 
以 明显 提高 血清 中 酚 氧 化 酶 的 活性 。 

处 理 组 亚洲 玉米 崇 血 细胞 溶 离 物 中 酚 氧 化 酶 活 
性 测定 结果 见 图 1C)。 可 以 看 出 , 处理 组 的 酚 氧 化 
酶 活性 明显 高 于 对 照 组 及 丙酮 处 理 组 的 。1 wg/ 头 
处 理 组 的 活性 与 0.1 wxg/ 头 处 理 组 的 酚 氧 化 酶 活性 
无 明显 差异 CP>0.05), 而 1 jg/ 头 处 理 组 与 0.01 jg/ 
头 处 理 组 的 酚 氧 化 酶 活性 差异 显著 C(P<0.01)。 随 
着 处 理 后 亚洲 玉米 曝 幼 虫 的 发 育 ,血细胞 溶 离 物 中 
的 酚 氧 化 酶 活性 明显 升 高 。 

2.2. 晓 皮 激素 类 似 物 饲 喂 幼虫 对 体 壁 组 织 . 血 清和 
血细胞 溶 高 物 中 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 

给 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 饲 喂 含有 20-98 c fit Rz B K 
人 工 饲料 后 发 现 处 理 组 的 体 壁 组 织 中 酚 氧 化 酶 的 活 
性 明显 低 于 对 照 组 CP < 0.05)( 图 2: A)。 处 理 组 2 
天 的 酚 氧 化 酶 活性 为 10.7+1.9 U/mg， 与 对 照 组 的 
10.7 x 1.7 U/mg 相近 ; 处 理 组 8 天 的 酚 氧 化 酶 活性 
仅 为 4.4+0.4 U/mg 而 此 时 对 照 组 高 达 29.4+1.1 
U/mg» 说 明 20-8 d& fit E Bi] n] EA 30] ril E KR 27 ra o 
壁 组 织 中 酚 氧 化 酶 的 活性 。 实 验 中 发 现 饲 喂 20-42 
基 晓 皮 酮 的 5$ 龄 亚洲 玉米 晶 幼 虫 发 育 历 期 比 对 照 组 
缩短 1 天 , 幼虫 体重 及 个 体 大 小 也 相应 变 小 ,这 些 生 
理 现 象 可 能 与 酚 氧化 酶 活性 的 下 降 密切 相关 。 

由 图 2C BO n] Xl. Fd 20-35 d fit | Bs] b EE KI E T 
玉米 蜡 幼 虫 血 清 中 酚 氧 化 酶 的 活性 也 被 明显 抑制 
CP <0.01),20- 凑 基 晓 皮 酮 可 能 通过 抑制 酚 氧 化 酶 
原 激活 系统 中 其 他 步骤 而 影响 血清 中 了 琴 氧 化 酶 的 活 
性 。 

由 图 2CC) 结 果 可 以 看 出 , 处 理 组 血细胞 溶 离 物 
中 了 酚 氧 化 酶 的 活性 也 低 于 对 照 组 (P < 0.012. 20-75 
Ak iot Rz B eT Be ELE h T RS m Ber REB o 


3 讨论 
经 外 源 激素 处 理 后 ,幼虫 体内 的 激素 平衡 失调 ， 


导致 昆虫 的 生理 生化 过 程 产 生 了 复杂 变化 ,并 由 此 
影响 到 酚 氧 化 酶 的 合成 和 酚 氧 化 酶 原 激活 系统 的 诸 
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图 2 20- R tA [8] H Be ERR AZ EEEH AC AO. 
血清 (B) 和 血细胞 溶 离 物 CC) 栈 氧化 酶 活性 的 影响 
Fig. 2 Influence of 20-hydroxyecdysone on the activity of 
phenoloxidase (PO) in integument CA), hemolymph (B) and 
hemocyte lysate (C) in O. furnacalis 5th instar 
larvae in different day-age 


多 步骤 , 从 而 对 昆虫 的 发 育 产 生 影响 。 我 们 的 实验 
结果 证 明 采 用 保 幼 激素 类 似 物 methoprene 体外 处 理 
HEKE $ 龄 幼虫 可 以 诱导 其 体 壁 组 织 、 血 清和 


血细胞 中 酚 氧 化 酶 的 活性 上 升 。 由 此 可 以 看 出 , 保 
幼 激 素 类 似 物 对 酚 氧 化 酶 的 活性 有 诱导 或 激活 作 
用 ,也 可 能 对 酚 氧 化 酶 原 激活 系统 中 的 有 关 步 又 有 
激活 作用 , 从 而 促进 了 酚 氧 化 酶 的 活性 。Figueiredo 
等 1996) 对 意大利 蜜蜂 Apis mellifera 的 研究 也 获 
得 类 似 的 结果 。Hiruma 等 (1984) 发 现 采 用 20-72 Æ 
晓 皮 酮 体外 或 体内 处 理 都 可 以 抑制 酚 氧 化 酶 的 活 
性 ,实验 结果 也 证 明了 这 种 观点 。 综 合 上 述 研 究 结 
果 , 可 认为 昆虫 发 育 期 酚 氧 化 酶 的 活力 可 以 通过 保 
幼 激 素 和 赔 皮 激素 的 协同 作用 进行 调节 。Ahmed 等 
《1999) 研究 证 明 冈 比 亚 按 蚁 Anopheles gambiae PPO1 
(Ag PPO1) 基因 对 20- 凑 基 晓 皮 酮 有 反应 ,并 发 现 
Ag PPO1 基因 启动 子 区 包含 一 个 晓 皮 激素 反应 元 件 
Cecdysteroid response element. EcRE ), EcRE 可 以 功能 
性 地 同 冈 比 亚 按 蚊 内 源 性 的 异 源 二 聚 体 EcR/USP 
Cecdysteroid receptor/ultraspiracle protein) 结 合 。Gilbert 
等 《2000) 的 研究 还 表明 保 幼 激 素 也 可 以 与 专 一 性 
受 体 USP 结合 ,然后 与 蚁 皮 激 素 受 体 组 成 异 源 二 聚 
Vk. 从 而 决定 昆虫 的 发 育 性 状 。 此 外 还 发 现 保 幼 激 
素 类 似 物 对 其 表皮 的 色素 沉积 和 硬化 有 明显 影响 ， 
Bitondi 等 1998) 用 保 幼 激素 类 似 物 pyriproxyfen 对 
意大利 蜜蜂 的 晴 进 行 体外 处 理 后 发 现 意大利 蜜蜂 师 
的 发 育 受 阻 ,但 在 5 龄 幼虫 期 、 晴 期 和 白 旺 期 (无 色 
素 沉 积 期 ) 可 诱导 酚 氧 化 酶 活性 上 升 ,从 而 诱导 黑色 
素 的 产生 。 在 果 蝇 中 也 有 遗传 学 证 据 表 明了 酚 氧 化 酶 
在 晴 表 皮 形 成 的 整个 过 程 中 起 重要 作用 《Pentz et 
al.» 1986). 
20-42 dE 0t A i Ts t n I A A RO E ERR Be 3 
类 激素 , 它 在 很 大 程度 上 控制 着 昆虫 的 旷 皮 、 变 态 和 
生殖 。 有 研究 报道 烟草 天 蛾 Manduca sexta. 幼虫 在 
头 壳 裂 开 阶段 保 幼 激素 滴 度 下 降 , 在 特定 的 条 件 下 
酚 氧 化 酶 原 可 以 与 新 生成 的 表皮 相 结合 : MEN 
激素 滴 度 下 降 时 酚 氧 化 酶 原则 变 为 有 活性 的 酚 氧 化 
酶 , 导致 黑 色素 的 合成 Riddiford，1994)。 Riddiford 
《1994) 认 为 在 晓 皮 激素 峰 到 来 之 前 而 头 壳 裂 开 时 用 
外 源 保 幼 激素 处 理 能 抑制 酚 氧 化 酶 原 的 合成 和 黑 
化 。 已 有 许多 证 据 表 明了 酚 氧化 酶 是 由 血细胞 产生 的 
(Schmitt et al.» 1977: Lanz et al.» 19932. Hiruma 等 
(1985) 发 现 激素 调控 着 颗粒 细胞 中 酚 氧 化 酶 的 合 
成 , Ahmed 等 《1999) 也 发 现 20-36 SE SiL Ez Bi jT DL d 
控 酚 氧化 酶 原 基因 在 冈比亚 按 蚊 中 的 表达 , 但 尚 不 
清楚 20- 羟 基 赔 皮 酮 是 在 转录 水 平 上 还 是 在 翻译 水 
平 上 影响 酚 氧 化 酶 的 活性 。 昆 虫 激素 调控 酚 氧 化 酶 
活性 的 机 理 尚 不 清楚 , 保 幼 激 素 和 晓 皮 激素 是 如 何 
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协同 作用 于 酚 氧 化 酶 原 的 激活 系统 有 待 进一步 深入 
研究 。 
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